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Abstract of DE1 9957826 

Producing a biosensor, comprising depositing a redox mediator on the working electrode of a sensor 
and coating the redox mediator with an adhesive hydrogel by contacting thesensor with an aqueous 
solution of the hydrogel at 2 deg C or less, keeping the sensor at -5 to 0 deg C for 20-40 minutes, and 
gelling the solution at 4 deg C. 
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(S) Verfahren zur Herstellung eines stabilen redoxmediatormodifizierten Biosensors 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung ei- 
nes redoxmediatormodifizierten Biosensors, wobei sich 
ein Redox mediator auf der Arbeitselektrode des Sensor- 
materials befindet. Erflndungsgemafc wird uber dem Re- 
doxmediator eine Schicht eines selbsthaftenden Hydro- 
gels aufgebracht, indem der Sensor mit der wassrigen L6- 
sung des Gels bei Temperaturen bis zu maximal 2°C in 
Kontakt gebracht wird und dann bei -5°C bis 0°C kurzzei- 
tig gefagert wird sowie anschlie&end bis zur Gelierung 
wetter bei ca. +4°C gelagert wird. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
stabilen redox mediatorrnodifizierten Biosensors, wobei sich 
ein Redoxmediator auf der Arbeilselektrode des Sensorma- 
terials befindet. Erfindung sgernaB wird iiber dem Redoxme- 
diator eine Schicht eines selbsthaftenden Hydrogels aufge- 
bracht, indem der Sensor mi t der wassrigen Losung des Gels 
bei Temperaturen bis zu maximal 2°C in Kontakt gebracht 
wird und dann bei -5°C bis 0°C kurzzeitig gelagert wird so- 
wie anschlieBend bis zur Gelierung weiter bei ca. -f4°C ge- 
lagert wird. 

Biosensoren sind bekanntermaBen eine Kopplung biolo- 
gischer Komponenten zur spezifischen Erkennung eines 
Analyten mit einem physikalischen Transduktor. Die Aus- 
wahl des Transduktors wird von der biochemischen Reak- 
lion der Biokomponente bestimmt. Am effektivsten sind 
ampcromctrischc Elcktrodcn. Voraussctzug fur die Funktion 
von Biosensoren ist der direkte Kontakt einer Biokompo- 
nente mit dem physikalischen Transduktor durch Immobili- 
serung der biologisch aktiven Reagentien. Zu ihrer Inimobi- 
hsierung sind zahlreiche Methoden bekannt, die auf Ad- 
sorption, Einschluss z. B. in Hydrogele wie Gelatine oder 
Kreuzvernetzung in/mit einer Matrix wie Polyacrylamid 
oder Rinderserumalbumin beruhen. 

Reale Proben mussen fur eine Messung mit Biosensoren 
jedoch verdiinnt werden, wenn die zu messende Konzentra- 
tion aufierhalb des linearen Messbereichs der Elektrode 
liegt. Sind mehrere Verdun nungsschritte notig, steigt der 
Fehler der Messung. Urn diesen linearen Messbereich eines 
Sensors zu erhohen, kann eine diifusionslimitierende 
Schicht auf der Elektrode angeordnet werden. 

Man bedient sich sogenannter Mediatoren, die als nieder- 
molekulare Redoxubertriiger den Elektronentransfer zwi- 
schen dem Enzym bzw. der enzymatischen Reaktion und der 
Elektrode vermitteln. 

Zur Herstellung mediatormodifizierter Biosensoren muss 
zunachst der Redoxmediator so mit der Elektrode in Kon- 
takt gebracht werden, dass er den gewiinschten Elektronen- 
transport zur Elekurodenoberflache effizient durchfuhren 
kann und gleichzeitig aber stabil auf der Elektrode bleibt, 
ohne sich bei langen Funktionszeiten allmahlich von der 
Elektrode zu entfernen. 

Es sind verschiedene Verfahren zur Mediatoraufbringung 
bekannt, so z. B. durch Adsorption, kovalente Bindung und 
Inkorporation in. das Elektrodenmaterial. Als besonders ef- 
fektiv hat sich die Inkorporation erwiesen. So ist aus 
DD 285 834 Al ein Verfahren bekannt, nach welchem der 
Mediator durch Anionenaustausch in eine wasserunlosliche 
Form uberfuhrt und dann in das Elektrodenmaterial inkor- 
poriert wird. Das Problem dabei ist, dass der Elektronen- 
transfer von der Diffusionsfahigkeit des Mediators zwischen 
Elektrode und Enzym abhangig ist. D. h. der Mediator muss 
noch immer eine gewisse Wasserloslichkeit aufweisen, um 
genugend difrusionsfahig fur den Elektronentransfer zu 
sein, aber er darf gleichzeitig nicht von der Elekurodenober- 
flache wegdiffundieren. Das bedeutet, dass der Sensor zwar 
eine relativ gute Stabilitat hat, wenn der Mediator relativ 
fest in das Material eingebunden ist, die Sensoren jedoch 
dann eine geringe Sensitivitat aufweisen. Durch eine nicht 
so starke Bindung des Mediators erreicht man Sensoren mit 
hoherer Sensivititat. Diese sind aber wiederum wesentJich 
weniger stabil. 

Es sind elektrochemische Verfahren zur kontrollierten 
Mcdiatorabschcidung in Kombination mit cincm Polymer 



^1 



tential wird in einem bestimmten Potentialbereich geandert 
(zyklische Voltametrie) oder es wird sprunghaft von einem 
Potential zum anderen geandert (Potential-Puls- Verfahren). 
Diese Mediator-Polymerfilme weisen zwar eine recht gute 

5 Stabilitat auf, ihre Haftfahigkeit auf der Elektrodenoberfla- 
che ist jedoch begrenzt. . 

Aufgabe der Erfindung war es deshalb, ein Verfahren zur 
Herstellung von redoxmediatormodifizierten Biosensoren 
bereitzustellen, die iangzeitstabil, hoch sensitiv und auch 

to zur Messung hoherer Analytkonzentrationen geeignet sind. 
Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das Ein- 
schlieBen des Redoxmediators in die Schicht eines selbst- 
haftenden Hydrogels gelost. Das erfindungsgernaBe Verfah- 
ren zur Herstellung eines redoxmediatormodifizierten Bio- 

15 sensors ist dadurch gekennzeichnet, dass uber dem Redox- 
mediator eine Schicht eines selbsthaftenden Hydrogels auf- 
gebracht wird, indem der Sensor mit der wassrigen Losung 
des Gels bei Temperaturen bis zu maximal 2°C in Kontakt 
gebracht wird und dann bei -5°C bis 0°C kurzzeitig gelagert 

20 wird, bevorzugt fur 20 bis 40 Minuten, insbesondere bevor- 
zugt fur 30 Minuten. AnschlieBend wird der Biosensor wei- 
ter bis zur Gelierung bei ca. +4°C gelagert. Die Gelierung 
tritt je nach verwendetem Gel nach ca. 20 bis 28 Stunden 
ein. 

25 Es wurden dadurch Stxukturen an der Elektrodenoberfla- 
che ausgebildet, die einerseits eine effektive Ruckhaltung 
des Redoxmediators gewahrleisten und andererseits eine 
Difmsionslirnitierung des Analyten darstellen. 

Die biologischen Reagentien fiir den Biosensor, vorzugs- 

30 weise Enzyme, Antikorper, Mkroorganismen, DNA/RNA 
bzw. deren Fragmente, werden mit dern Redoxmediator auf 
der Elektrode plaziert. In einer anderen Variante werden sie 
zusammen mit dem Hydrogel aufgebracht, indem die wass- 
rige Gellosung die biologischen Reagentien enthalt. 

35 Die wassrige Hydrogelschicht wird vorzugs weise bei ei- 
nem pH-Wert von 5,5 bis 7^5 aufgebracht und deckt die 
Elektrode an alien Randern sicher ab. 

Da die Gelierung des Hydrogels bei niedrigen Temperatu- 
ren unerwartet so ablauft, dass eine dichtere Struktur ausge- 

40 bildet wird, wird das erfindungsgernaBe Verfahren zum Auf- 
bringen des Hydrogels bei Temperaturen von ca. 2°C durch- 
gefuhrt Uberraschend ist, dass bei der Verarbeitung und 
Aufbringung des Hydrogels bei den niedrigen Temperaturen 
eine besonders feine Struktur erreicht wird, die eine verbes- 

45 serte Ruckhaltung des Mediators bewirkt. 

In einer Ausruhrungsvariante hat sich sogar gezeigt, dass 
die Umsetzung erfolgreich durchgefuhrt werden kann, wenn 
die Sensoren bei -5 bis -7°C z. B. auf Kuhlakkus vorge- 
kiihlt werden und auch bei diesen Temperaturen bearbeitet 

50 werden. 

Als besonders geeignet hat sich fur das erfindungsgernaBe 
Verfahren das Hydrogel Poly(carbamoylsulfonat)hydrogel 
(PCS) erwiesen. Aber auch andere Gele, wie z. B. Polyacry- 
lamid, Calciumalginat oder Chitosan-Gel sind erfindungsge- 

55 maB einsetzbar. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen alle be- 
kannten Redoxmediatoren stabil auf der Elektrode gehalten 
werden. Folgende Redoxmediatoren kommen fiir das Ver- 
fahren bevorzugt in Frage: 

60 Triarylmethan-Farbstofle, wie z. B. Kresolrot, p-Xenolblau, 
Bromphenolblau, Thymolblau, Bromchlorphenol, Pararosa- 
nilin, Bromphenolrot, Bromkresolpurpur, Kristallviolett, 
Methylthymolblau, Bromuhymoiblau, m-Kresolpurpur, 
Bromkresolgrun, Anilinblau, Methylgriin, Methylblau, 

65 Fuchsia, Ncufiichsin, Xylcnolorangc, Chlorphcnolrot, Bril- 
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Phenazine, wie z.B. Neutralrot, Safranin T, Phenosafranin, 
Janusgriin B, Phenaziniummethosulfat (PMS), 1-Methoxy- 
PMS; 

Phenothiazine, wie z. B. Neumethylenblau, Azur A, Azur B T 
Azur II, Toluidinblau 0, Methylenblau, Thionin, Nilbiau, 5 
Acridinorange; 

Phenoxazine, wie z. B. Gallocyanin, und Indigosulfonate, 
wie z. B. Indigocarmin, IndigoLrisulfonat. 

In einer bevoizugten Ausfuhrungsvariante erfolgt das 
Aufbringen des Redoxmediators durch elektrochemische 10 
Polymerisation, wobei der Redoxmediator, ggf. in Kombi- 
nation mit dem biologischen Reagenz, aus einer wassrigen 
oder organischen Losung bzw. einem Gemisch beider poly- 
rnerisiert wird. Aber auch andere Methoden der Mediator- 
aufbringung konnen erfolgreich angewandt werden. 15 

Der erfindungsgemaB hergestellte Biosensor ist langzeit- 
stabil und kann bei Temperaturen von 4°C uber einen Zeit- 
raum von mchr als 6 Monatcn gclagcrt wcrdcn ohnc an Scn- 
sivitat zu verlieren. 

Dariiber hinaus weisen die erfindungsgemaBen redoxme- 20 
diatormodifizierten Biosensoren eine VergroBerung des 
Messbereichs auf. So erfassen z. B. bekannte Biosensoren 
fiir die Phenolbestimmung einen Bereich bis 10 pM. Ein er- 
findungsgemaB hergestellter Biosensor ermoglicht den Be- 
reich auf das 1 Of ache zu erweitern und Messungen bis 25 
100 pM werden durchfuhrbar. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein redoxmedia- 
tormodifizierte Biosensor. Dieser Biosensor umfaBt eine Ar- 
beitselektrode, auf der sich eine Redoxmediatorschicht und 
dariiber eine selbsthaftende Hydrogelschicht befindet. 30 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante sind in der Hy- 
rogelschicht bioiogische Reagentien, vorzugsweise minde- 
stens ein Enzym, vorhanden. 

Ein besonders bevorzugter Biosensor ist in der Fig. 1 dar- 
gestellt, die die Schichten auf der Arbeitselektrode zeigL 35 

Legende zu Fig. 1 

1 Sensorbasismaterial 

2 Arbeitselekurode mit Leiterbann 40 

3 Isolierschicht 

4 Redoxpolymerschicht 

5 PCS-Gelschicht bzw. Enzymimmobihsatschicht 

AnschlieBend wird die Erfindung am Beispiel eines Phe- 45 
nolsensors auf der Basis des Enzyms Tyrosinase und des Re- 
doxmediators Phenaziniummethosulfat (PMS) naher erlau- 
tert, auf den sie sich jedoch nicht beschrankt. 



lagert. Der Sensor ist zur Messung von Phenolen geeignet. 
Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines stabilen redoxme- 
diatonnodifizierten Biosensors durch Aufbringen des 
Redoxmediators auf die auf dem Sensorrnaterial .be- 
findliche Arbeitselektrode, wobei uber dem Redoxme- 
diator eine Schicht eines selbsthaftenden Hydrogels 
aufgebracht wird, indem der Sensor mit der wassrigen 
Losung des Gels bei Temperaturen bis zu maximal 2°C 
in Kontakt gebracht wird und dann bei -5°C bis 0°(] 
kurzzeitig fur 20 bis 40 Minuten gelagert wird sowie 
anschheBend bei ca. +4°C weiter bis zur Gelierung ge- 
lagert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die kurzzeitige Lagerung fur 30 Minuten er- 
folgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als selbsthaftendes Hydrogel Poly(car- 
bamoylsulfonat) hydrogel (PCS) verwendet wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die wassrige Gellosung auf 
einen pH-Wert von 5,5 bis 7,5 eingestellt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass die wassrige Gellosung 
bioiogische Reagentien enthalt 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Redoxmediator Phena- 
ziniummethosulfat oder 1-Methoxy-Phenaziniumme- 
thosulfat ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Redoxmediator elek- 
trochemisch polymerisiert wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Redoxmediator in Kombination mit min- 
destens einem biologischen Reagenz polymerisiert 
wird. 
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Beispiel 50 

Das Polymer von PMS wird elektrochemisch auf der 
Kohlenstoff-Arbeitselektrode eines dickschichtmodifizier- 
ten Sensors aus der 1 mM Losung des Monomers in 0,25 M 
Phosphatpufferiosung pH 6,86 abgeschieden. Dazu wird die 55 
Methode der zyklischen Voltametrie mit den Bedingungen: 
Potentialbereich -400 mV . . . + 100 mV, scan rate 50 mV/s, 
100 scans verwendet. Als Gegenelektrode dient eine Pt- 
Elektrode, die Referenzelektrode ist eine Ag/AgCl-Elek- 
trode, Der Sensor wird zur Aufbringung der Enzym-Immo- 60 
bilisatschicht fiir 30min auf 0°C vorgekuhlt. Die fiir die 
Herstellung der Immobilisatschicht erforderlichen Losun- 
gen werden im Kuhlschrank auf 2°C vorgekuhlt, 1 mg Tyro- 
sinase wird in 12 ul Phosphatpufferiosung pH 6,8 gelost und 
mit 12,5 pi PCS-Prapolymcr vcrmischt. Der pH-Wcrt wird 65 
auf 7,0 eingestellt. 0,1 pi werden auf die Arbeitselektrode 



